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【背景】 
 Polycomb repressive complex 1, PRC1はH2AK119ub1を介して標的遺伝子を抑
制的に制御する複合体である。PRC1には EZH2による H3K27me3を必要とす
る canonical-PRC1と必要としない non-canonical PRC1とに分類される。今回の
主題であるBCORはPRC1に属する遺伝子でPCGF1やKDM2BとともにPRC1.1
と呼ばれる複合体を形成する。BCORは BCL-6 corepressorとして同定された X
染色体上に存在する遺伝子である。近年の次世代シーケンサーを用いた網羅的
解析により、種々の造血器疾患で BCOR遺伝子変異が報告されている。特に急
性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia, AML)・骨髄異形成症候群
(myelodysplastic syndrome, MDS)患者においては、3-8%で機能喪失型変異が報告
されているが、病態形成への機序については十分には明らかにされていない。 
そこで我々はBCORの正常造血における機能と発癌の機序を理解することを目
的とし、Bcor 遺伝子の PCGF1 との結合ドメインをコードするエクソン 9・10
を欠損させたマウス(ΔE9-10マウス)を作成し解析した。 
【結果】 
非競合的骨髄再構築能の検証 
 各CD45.2由来の野生型(WT)及びΔE9-10マウスの総骨髄細胞 5x106個をドナ
ー細胞とし、致死量の放射線照射を行った CD45.1 由来のレシピエントマウス
に移植した。生着後タモキシフェン誘導性に造血細胞特異的に遺伝子を欠損さ
せ解析を行った。タモキシフェン投与後 7 ヶ月間の観察期間の内、ΔE9-10 マ
ウスの 65%が T 細胞性急性リンパ芽球性白血病(acute T-cell lymphoblastic 
leukemia, T-ALL)を発症した。T-ALL 発症マウスではリガンド非依存的な
NOTCH1の活性化を認め、これは昨年我々の研究室が報告した、Bcor遺伝子の
BCL-6 との結合ドメインをコードするエクソン 4 を欠損させたマウス(ΔE4 マ
ウ ス ) に お け る T-ALL と 同 様 で あ っ た (Tanaka et.al. J.Exp.Med. 
2017;214:2901-2913)。またΔE9-10マウスはΔE4マウスと同様に B細胞減少に
起因する白血球減少を呈した一方で、ΔE9-10 マウス特異的に大球性貧血と血
小板増多を認めた。タモキシフェン投与 3ヶ月時点で骨髄を解析すると、総骨
髄細胞数は保たれているものの造血幹細胞 (hematopoietic stem cell, HSC; 
CD34-CD150+lineage-Sca-1+c-Kit+)の絶対数は著減していた。しかし顆粒球マクロ
フ ァ ー ジ 前 駆 細 胞 (granulocyte-macrophage progenitor, GMP; 
CD34+FcγR+lineage-Sca-1+c-Kit+)の絶対数は保たれていた。このことからΔE9-10
マウスでは相対的に骨髄球系細胞への造血が亢進していることが示唆された。 
競合的骨髄再構築能の検証 
 次に野生型に対する優劣を検証するため競合的骨髄移植実験を行った。
CD45.2由来のWT・ΔE9-10マウスの総骨髄細胞 2x106個を、同数の CD45.1由
来の WT マウスの総骨髄細胞とともに、致死量の放射線照射を行った CD45.1
のレシピエントマウスに移植した。生着後タモキシフェン誘導性に造血細胞特
異的に遺伝子を欠損させ解析を行った。末梢血有核細胞でのドナー細胞のキメ
リズムを算出すると、興味深いことに、ΔE9-10マウスではMac-1/Gr-1陽性の
骨髄球系の細胞で野生型に対して高いキメリズムを呈した。タモキシフェン投
与後 5 ヶ月の時点で骨髄の解析を行うと、このΔE9-10 細胞骨髄球系細胞にお
ける高い再構築能は、骨髄球系共通前駆細胞(common myeloid progenitor, CMP; 
CD34+FcγR-lineage-Sca-1-c-Kit+)以降の分化段階の細胞で認められることがわか
った。 
 以上の所見からΔE9-10 マウスでは骨髄球系細胞への造血が亢進しているこ
とが示唆された。しかし骨髄球系の疾患発症には至らず、これは病態進行前に
T-ALLを発症し死亡することが原因と思われた。そこで次に BCORと同時変異
が報告されている Tet2との複合欠損マウスを作成し解析を行った。 
Tet2遺伝子との複合欠損マウスの解析 
 TET2は DNAの脱メチル化に機能する蛋白で、種々の造血器骨髄球系腫瘍で
機能喪失型変異が報告されている。MDS 患者においては BCOR と同時変異が
報告されていることから、Bcor・Tet2複合欠損マウス(double knockout, DKO)を
作成し、非競合的骨髄移植実験を行った。 
 経過観察期間中、DKOマウスはΔE9-10マウスとほぼ同様の生存曲線を示し
た。しかし興味深いことに DKOマウスは、比較的早期においてはΔE9-10マウ
スと同様に T-ALLを発症し死亡したものの、一定期間後はMDS様の病態を発
症し死亡することがわかった。この MDS マウスでは著明な貧血と末梢血中の
骨髄球系細胞の増殖・形態学的異形成を認め、ヒト MDS の病態を再現してい
ると思われた。 
 MDSマウスの骨髄を解析すると、総骨髄細胞はコントロールと有意差は認め
なかった。造血幹前駆細胞(lineage-Sca-1+c-Kit+, LSK)は著減する一方で GMPは
増加傾向であり、MDSマウスではΔE9-10マウスよりも更に骨髄球系の造血が
亢進していることが示された。 
 次に MDS マウスは著明な貧血を呈したことから、赤芽球の解析を行った。
赤芽球の分化は FACS で CD71 と Ter119 で展開したパネルにおいて、Fraction 
I-IVに分類され、正常造血は Fraction Iから IV の順で分化成熟する。MDSマ
ウスでは Fraction I-IV の合計で算出した総赤芽球数の減少と Fraction I から II
での分化障害を認めた。アネキシン V を用いたアポトーシスアッセイでは
Fraction II の細胞でアポトーシスの亢進が見られた。以上の所見から赤芽球数
の減少・分化障害、アポトーシスの亢進が MDS マウスの貧血の原因と思われ
た。 
 以上の所見より DKO マウスでは形態学的異形成に加え骨髄球系の造血亢
進・赤血球の産生障害・無効造血を認め、ヒト MDS の病態を再現していると
思われた。  
 次にMDSマウスの骨髄の再構築能を検証するため、MDSマウスの骨髄を用
いて連続移植を行った。 
MDS発症 DKOマウスの連続移植 
 MDS を発症したマウス 3 匹(MDS-3,4,9)及びコントロールとして WT・Tet2
ノックアウトマウス(ΔTet2)を用いて連続移植を行った。各マウスの総骨髄細
胞 2.5x106個を、亜致死量の放射線照射を行った CD45.1のレシピエントマウス
に移植した。約 100日間の観察期間中、MDS-3を移植したマウスではコントロ
ール群と同様に死亡例は見られなかった。この MDS-3 移植マウスでは末梢血
で白血球減少・大球性貧血・血小板増加といった一次移植の MDS マウスの表
現型を再現した。移植後 3 ヶ月時点の末梢血の CD45.2 のキメリズムはコント
ロール群と比較して低値であり、骨髄再構築能は低下していることが示された。 
 一方残りの 2匹(MDS-4,9)を移植した群では移植後早期に死亡した。これらの
死亡マウスでは末梢血で著明な白血球増多・貧血・血小板減少を呈した。CD45.2
のキメリズムはほぼ 100%となっており、コントロール群と比較し高い増殖活
性が認められた。FCS解析ではMac-1・Gr-1両陽性の骨髄球系細胞の増殖・浸
潤を認め、形態学的異形成所見と合わせて骨髄異形成 /骨髄増殖性腫瘍
(myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms, MDS/MPN)と診断した。 
トランスクリプトーム解析 
 最後に DKOマウスにおける MDS発症の機序を解明するため、トランスクリ
プトーム解析を行った。MDSマウス及びコントロール群(WT, ΔE9-10, ΔTet2)
の LSK細胞では、骨髄球系細胞分化の制御因子である Cebpa遺伝子が脱抑制し
ていた。gene set enrichment analysis, GSEAでは CEBPAネットワークの遺伝子セ
ットが正にエンリッチしていた。GMP分画では、通常発現が低下している Hoxa9
遺伝子が脱抑制しており、Hoxa9 の標的遺伝子の遺伝子セットも正にエンリッ
チしていた。これらの所見はMDSマウスで骨髄球系細胞への造血の偏りと増殖
活性を説明すると思われた。更に赤芽球の Fraction IIの細胞では、p53の下流遺
伝子や細胞周期に関連した遺伝子が脱抑制しており、MDM4 標的遺伝子セット
が正にエンリッチしていた。この結果は赤芽球におけるアポトーシスの亢進の
結果と合致しており、貧血の原因と思われた。 
【まとめと考察】 
 今回我々はΔE9-10マウスを用いて Bcor遺伝子の欠損マウスで初めて骨髄球
系腫瘍の構築に成功するとともに造血におけるBCOR蛋白の機能の一部を明ら
かにした。 
ΔE9-10マウスについては CaoらがΔE9-10マウスの骨髄細胞を用いた in vitro
の系で BCOR 蛋白が骨髄球系細胞への分化・増殖に寄与していることを報告
している(Cao et.al. Leukemia 2016;30:1155-1165)。我々も Caoらの報告に合致し
て、Cebp family geneや Hoxa cluster geneの脱抑制が、それぞれ骨髄球系細胞
への造血の偏りと増殖活性の亢進に寄与していることを確認した。我々の系で
はΔE9-10マウス単独では大球性貧血や軽度の形態学的異形成は認めるものの、
MDSの発症には至らなかった。これは MDSの病態が進行する前に T-ALLを
発症し死亡するためと思われた。 
 BCORとの共存変異が報告されている Tet2との DKOマウスにおいて、MDS
が発症した。Tet2遺伝子単独欠損マウスにおいては、約 10ヶ月以降に慢性骨
髄単球性白血病を発症することが報告されている(Moran-Crusio et.al. Cancer 
Cell 2011;20:11-24)。我々の DKOの系では約 6ヶ月以降にMDSを発症してお
り、Bcorと Tet2の同時欠損は互いに協調的に作用し、MDSの発症に至ったと
考えている。DKOマウスにおける Cebp family遺伝子と Hoxa cluster遺伝子の
脱抑制はΔE9-10マウスと同程度であり、これらの遺伝子は BCOR蛋白の標的
遺伝子であることが疑われる。一方で p53の標的遺伝子や細胞周期関連遺伝子
の脱抑制は DKO マウス特異的であり、DKO マウスにおいて無効造血を引き
起こし、MDSを発症させたと思われる。 
 AML患者において、BCOR遺伝子変異はMDSからの進行による 2次性AML
に特異的とされる。BCOR遺伝子変異はMDS患者においても一定頻度で検出
されることから、BCOR遺伝子変異を有するMDS患者が前白血病状態となり、
ドライバー変異を獲得することでAMLへと進展するストーリーが予想される。
今回MDSマウスの骨髄細胞を用いた連続移植において、MDS/MPNが発症し
た。これは上記のストーリーの如く DKO MDSマウスが前白血病状態となり、
追加変異を獲得したことで致死的 MDS/MPN の発症に至ったと考えることが
できる。 
 我々の結果は、Bcor 遺伝子のノックアウトマウスを用いて骨髄球系腫瘍の
構築に初めて成功するとともに、低リスクMDSから高リスクMDS、そして 2
次性AMLへと経時的に病態が進展することの一部をマウスモデルで再現した
意義ある研究である。ポリコーム複合体の構成因子である Bcor 遺伝子欠損と
Tet2遺伝子欠損に伴うDNAのメチル化状態の変化がどのように協調的に作用
しているかなど詳細なメカニズムの解析は、今後の検討課題である。 
 
 
 
 
